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IV 
POVZETEK 
Eterična olja in spojine iz njih so pogosto uporabljene sestavine kozmetičnih izdelkov. 
Imajo različne funkcije v kozmetiki, kot so odišavljanje izdelkov, antiseptično in 
antioksidantno delovanje. Poleg pomirjevalnega učinka so lahko nekatere spojine dražeče 
za kožo, zato nas je zanimalo, v kolikšni meri sestavine eteričnih olj lipofilne narave 
prehajajo skozi kožo, saj je penetracija skozi kožo zaradi njene raznolike strukture in 
barierne funkcije vprašljiva.  
Cilj diplomske naloge je bil ovrednotiti prehod spojin iz eteričnih olj skozi kožno bariero. 
Ključnega pomena je bila optimizacija nekaterih postopkov pri in vitro poskusu s 
Franzovimi difuzijskimi celicami, s pomočjo katerega smo posnemali prehod preiskovanih 
spojin skozi kožo in pri pripravi vzorcev za analizo s plinskim kromatografom (GC-FID).  
V raziskavi smo uporabili sistem Franzovih difuzijskih celic, pri katerem smo potrebovali 
zamrznjeno kožo prašičjega uhlja, ki je služila kot človeški koži najbolj podobna 
membrana za zagotavljanje barierne funkcije kože, Miglyol 812 kot topilo za spojine iz 
eteričnih olj in izotonični fosfatni pufer z dodatki različnih površinsko aktivnih snovi, ki so 
omogočale prehod iz lipofilne donorske raztopine v hidrofilni akceptorski medij. Vzorce 
smo v roku 24 ur vzorčili v enajstih časovnih točkah in smo jih po koncu poskusa s 
pomočjo ekstrakcije v medij za analizo z GC in koncentriranjem vzorcev v vakuumu 
pripravili za analizo s plinskim kromatografom. 
Ugotovili smo, katere površinsko aktivne snovi in v kakšnih koncentracijah delujejo 
najbolj optimalno kot dodatek k fosfatnemu pufru, da spojine iz eteričnih olj prehajajo 
kožno bariero in se raztapljajo v akceptorskem mediju. Po analizi z GC-FID smo ugotovili, 
da so koncentracije v vzorcih izjemno nizke, zato bi bilo v prihodnosti potrebno razviti 
postopke priprave vzorcev,  povišati koncentracijo preiskovanih spojin v donorskem delu 
in izbrati občutljivejše metode analize. 
V 
SEZNAM OKRAJŠAV 
GLC: plinsko-tekoča kromatografija 
GC-FID: plinska kromatografija s plamensko ionizacijskim detektorjem 
HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti  
PAS: površinsko aktivna snov 
PBS: izotonični fosfatni pufer 
SDS: natrijev lavrilsulfat 
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1 UVOD 
1.1 Eterična olja 
Eterična olja so zmesi hlapnih spojin, ki jih proizvajajo rastline. So netopna v vodi, 
raztapljajo pa jih alkoholi, etri in olja. Imajo manjšo gostoto od vode, ki se giblje med 0,75 
in 0,98 g/cm3. So močnega vonja in okusa, zato jih v kozmetičnih izdelkih navadno 
uporabljamo za odišavljanje proizvoda in so ključni pri izdelavi parfumov. 
Zaradi antiseptičnega delovanja jih v izdelkih uporabljamo tudi za konzerviranje, kot se s 
tem namenom v kozmetičnih izdelkih uporablja eterično olje čajevca, rimske kamlice in 
limone. Na ta način lahko zmanjšamo koncentracijo ostalih konzervansov. 
Nekatera eterična olja imajo tudi druge učinke, kot so grelni ali hladilni učinek zaradi 
vpliva na mikrocirkulacijo v koži, blažijo krče, povečujejo čvrstost kože zaradi ugodnega 
vpliva na proizvodnjo kolagena, velika večina eteričnih olj pa na kožo deluje tudi 
pomirjevalno in preprečuje razrast bakterij, ki lahko povzročajo akne in druga bolezenska 
stanja na koži (1). 
Eterična olja navadno najdemo v cvetovih ali listih rastlin, lahko pa tudi v lesu, lubju, 
sadovih, peškah, semenih in koreninah (1). Sestavine eteričnih so po kemijski sestavi 
večinoma terpeni in terpenoidi, pa tudi fenilpropanoidi (2). Pridobivamo jih lahko z 
destilacijo z vodno paro, ki je primerna za termično neobčutljive surovine in z metodo 
hladnega stiskanja, ki je primerna za surovine, ki vsebujejo vsaj 0,5 % eteričnega olja. 
Pri destilaciji z vodno paro dobimo eterično olje, ki je ločeno od hidrolata, katerega 
navadno imenujemo tudi aromatična, cvetna, rožna ali zeliščna voda, ta pa lahko vsebuje 
tudi do 0,2 % eteričnega olja. Hidrolate v kozmetiki uporabljamo kot vodno fazo 
emulzijskih sistemov, pa tudi kot tonike. Kadar uporabljamo metodo hladnega stiskanja, 
dobimo eterično olje, pomešano z rastlinskimi ostanki. Ločbo nato dosežemo s 
centrifugiranjem (2).  
V eksperimentalno delo diplomske naloge smo vključili nekatere najpogostejše sestavine 
eteričnih olj, ki se pojavljajo v mnogih kozmetičnih izdelkih (3). To so bili limonen, linalol 
in linalil acetat, ki jih dodajamo za odišavljanje proizvodov in za zmanjševanje 
koncentracij konzervansov zaradi antiseptičnega delovanja. Vključili smo tudi kafro in 
mentol, ki imata hladilni učinek, najdemo ju v kozmetičnih izdelkih za nego ustne votline, 
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nego kože po aktivnostih in izdelkih za britje in dajeta občutek svežine, hkrati pa imata 
analgetično delovanje, saj zmanjšujeta bolečine in krče (2). 
1.1.1 Limonen 
Limonen je po kemijski sestavi ciklični monoterpen (slika 1), ki je najpogosteje prisoten v 
eteričnih oljih klementine, limete, limone, pomaranče in pomela. V kozmetiki se uporablja 
predvsem v izdelkih za nego mastne in aknaste kože, saj naj bi pomagal pri uravnavanju 
izločanja sebuma in kot sestavina za odišavljanje proizvodov. (2) V in vitro raziskavah so 
eteričnemu olju pomaranče, ki vsebuje od 90 do 96 % limonena, dokazali antioksidativno, 
protiglivno in protibakterijsko delovanje, kar pomeni, da se ga v kozmetičnih izdelkih 
pogosto uporablja tudi kot naravni konzervans (4). Zaradi potencialnih alergenih učinkov 
je po regulativi iz leta 2011 (Regulation 1223/2009) Evropskega združenja za kozmetiko in 
parfumerijo, angl. The European Cosmetic and Perfumery Association (Colipa), ki je 
nadomestila kozmetično direktivo iz leta 1976 (Cosmetics Directive 76/768/EC), limonen 
kot spojino iz seznama 26 potencialnih alergenov v kozmetičnih izdelkih potrebno dodati 
na seznam sestavin kozmetičnega izdelka v kolikor je koncentracija spojine višja od 
0,001% v izdelkih, ki jih ne izpiramo po uporabi in 0,01% v izdelkih, ki jih po uporabi 
izpiramo. (5) 
 
Slika 1: Struktura limonena (6) 
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1.1.2 Linalol 
Linalol je kemično terpenski alkohol (slika 2) in je spojina, ki jo v visokih deležih najdemo 
v eteričnih oljih grenkega pomarančevca, kanange, koriandra, rožnega lesa in sivke. 
Navadno se v kozmetičnih izdelkih uporablja za odišavljanje proizvodov. Prisoten je tudi v 
izdelkih za nego mastne, aknaste, občutljive, razdražene in vnete kože, pa tudi pri negi 
zrele kože. Pripisujejo mu antiseptične lastnosti, zaradi česar ga navadno dodajajo kot 
naravni konzervans (2). Študija avtorjev A. Prashar, I. C. Locke in C. S. Evans iz leta 2004 
z naslovom Citotoksičnost sivkinega olja in njegovih glavnih komponent na celicah 
človeške kože, angl. Cytotoxicity of lavender oil and it's major components to human skin 
cells opozarja na potenicalno dražilno in alergeno delovanje eteričnega olja sivke, katerega 
glavni spojini sta linalol (35%) in linalil acetat (51%). Rezlutati kažejo na to, da je linalol 
aktivna spojina eteričnega olja sivke, obe spojini pa izražata močno citotoksično delovanje 
na fibroblastne in endotelijske celice po mehanizmu poškodovanja celične membrane (7). 
Tudi to spojino najdemo na seznamu 26 spojin, ki so potencialni alergeni, zato je potrebno 
prisotnost linalola v izdelkih, ki se ne izpirajo v količini večji od 0,001% in v izdelkih, ki 
se izpirajo v količini večji od 0,01%, navesti na seznamu sestavin kozmetičnega izdelka. 
(5)  
 
Slika 2: Struktura linalola (6) 
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1.1.3 Linalil acetat 
Kemijsko je monoterpenski ester (slika 3), ki ga v najvišjih deležih najdemo v eteričnem 
olju bergamotke in muškatne kadulje. Ima protibakterijsko in protiglivno delovanje, zato se 
ga pogosto uporablja v izdelkih za nego aknaste kože, v deodorantih, pa tudi v izdelkih za 
odpravljanje herpesa. Hkrati zaradi teh učinkov deluje kot naravni konzervans. 
Navadno ga najdemo tudi v izdelkih za nego las, saj naj bi pomagal pri uravnavanju 
izločanja sebuma (2). Tako kot linalol, tudi linalil acetat po ugotovitvah iz študije z 
naslovom Citotoksičnost sivkinega olja in njegovih glavnih komponent na celicah človeške 
kože iz leta 2004 izkazuje potencialno dražljivo in alergeno delovanje. 
Rezultati kažejo na to, da ima linalil acetat kot spojina sicer opazno močnejše citotoksično 
delovanje kot ga ima eterično olje sivke, kar nakazuje na to, da neznane spojine v 
eteričnem olju zmanjšujejo aktivnost spojine. Pri obeh spojinah avtorji svetujejo, da je 
potrebno pred uporabo večjih koncentracij eteričnega olja sivke v kozmetičnih izdelkih 
zaradi omenjenih spojin in njihovega delovanja izvesti dodatne študije, ki bodo potrdile 
varnost uporabe takšnih kozmetičnih izdelkov (7).Tudi študija o genotoksičnosti eteričnega 
olja sivke in njegovih sestavin avtorjev A. Di Sotto, G. Mazzanti, F. Carbone, P. Hrelia in 
F. Maffei iz leta 2011 z angleškim naslovom Genotoxicity of lavender oil, linalyl acetate 
and linalool on human lymphocytes in vitro opozarja na izrazito genotoksično delovanje 
eteričnega olja sivke. S poskusom na človeških limfocitih so beležili zmožnost povečanja 
števila mikrojeder, nukleoplazemskih mostičkov in jedrnih brstov. 
 
Slika 3: Struktura linalil acetata (6) 
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Ugotovili so, da linalol ni povečal števila in zato nima genotoksičnega delovanja, medtem 
ko sta eterično olje sivke in linalil acetat, ki je bil v eteričnem olju sivke prisoten v 39,3% 
povečala število, kar nakazuje na genotoksičnost linalil acetata. Avtorji priporočajo, da se 
za namene odišavljanja kozmetičnih izdelkov uporablja limonen, vsekakor pa pred 
uporabo eteričnih olj in njihovih sestavin v kozmetičnih izdelkih svetujejo, da se opravijo 
testiranja za oceno varnosti uporabe le-teh v kozmetičnih izdelkih (8). 
1.1.4 Kafra 
Kafra sodi med terpenoide (slika 4)  in jo najdemo v lesu kafrovca. Je hlapna brezbarvna 
snov, ki je težko topna v vodi. Ima zelo močen in značilen aromatičen vonj. Navadno se 
uporablja v kozmetičnih izdelkih za masažo in nego kože po športnih aktivnostih, v 
izdelkih za čiščenje kože, zlasti pa v izdelkih za britje, saj zaradi močne hlapnosti daje 
občutek svežine in hladu. Kafra spodbuja prekrvitev, deluje analeptično in antiseptično (2). 
 
Slika 4: Struktura kafre (6) 
1.1.5 Mentol 
Mentol je glavna spojina eteričnega olja njivske mete (od 55 do 85 %) in eteričnega olja 
poprove mete (od 29 do 46 %). Po kemijski sestavi je ciklični monoterpenoid (slika 5), ki 
tvori velike, v vodi težko topne igličaste kristale. Mentol deluje na receptorje za 
zaznavanje mraza in pomaga širiti žile, kar nam daje prijeten občutek hladu in svežine. V 
večjih koncentracijah deluje kot lokalni anestetik, znanstveno pa so dokazali, da mentol 
poveča penetracijo skozi kožo. V kozmetiki ga najpogosteje uporabljamo v zobnih pastah 
in ustnih vodah (2). 
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Slika 5: Struktura mentola (6) 
1.2 Dermalna absorpcija 
Koža je največji človekov organ, ki je sestavljen iz več plasti, natančneje iz epidermisa, 
dermisa in podkožja. Epidermis, ki ga sestavlja več slojev različno diferenciranih 
keratinocitov in korneocitov, predstavlja največjo barierno funkcijo. Na površini kože je 
tanek hidrolipidni film, ki ščiti telo pred izgubo vlage in hkrati predstavlja oviro pri 
prehajanju eksogenih molekul skozi kožo. Ta se izloča iz žlez lojnic in znojnic. 
Keratinociti nastajajo v bazalnem delu plasti in nato s procesom proliferacije in 
keratinizacije prehajajo v trnasto, zrnato in svetlečo plast do rožene plasti, kjer se kot mrtve 
celice odluščijo s površine kože. Ta proces traja med 28 in 30 dni, pri poškodovani koži pa 
lahko pospešen proces mitotskih delitev keratinocitov v bazalni plasti opazimo že po 24 do 
36 urah (9).  
 
Slika 6: Mehanizmi transdermalnega prehoda (12) 
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Po definiciji Znanstvenega odbora za varstvo potrošnikov (ZOVP), angl. Scientific 
Committee on Consumer Safety (SCCS) iz leta 2010 (SCCS/1358/10), in Svetovne 
zdravstvene organizacije (SZO), angl. World Health Organization (WHO) iz leta 2005 
(SCCP/0970/06), lahko molekule iz okolja v kožo prehajajo preko treh različnih 
mehanizmov transdermalnega prehoda (slika 6). To so prehajanje skozi intercelularno 
lipidno ogrodje v stratum corneum, prehajanje skozi kožne priveske in prehajanje skozi 
celice (10, 11). 
Dermalna absorpcija je parameter, ki opisuje difuzijo spojin skozi kožo. Je skupek treh 
procesov, in sicer penetracije, ko učinkovina vstopa v posamezne plasti kože, permeacije, 
ko učinkovina prehaja med različnimi plastmi kože, in absorpcije, ko učinkovino privzame 
limfni ali krvožilni sistem. Ima velik pomen pri vrednotenju toksičnosti in učinkovitosti 
kozmetičnega izdelka (10). 
1.2.1 Merjenje dermalne absorpcije 
Merjenje dermalne absorpcije in vivo je praktično neizvedljivo, saj so testiranja na ljudeh 
etično sporna, draga in vzamejo veliko časa,. Poleg tega je pri tovrstnih testiranjih velika 
variabilnost rezultatov zaradi starosti, spola, rase in splošnega zdravja darovalca, pa tudi 
zaradi anatomskega mesta odvzema kože. Zaradi tovrstnih dejavnikov je razlaga rezultatov 
in vivo sistema testiranja zelo zahtevna (13). 
 
Slika 7: Shema Franzove difuzijske celice (13) 
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To je vzrok, da je bil razvit zanesljiv in ustrezno zasnovan in vitro sistem, pri katerem 
dermalno absorpcijo določamo z metodo statičnih Franzovih difuzijskih celic (slika 7). 
Celice so sestavljene iz donorskega dela, v katerega vnesemo preiskovano spojino v 
ustreznem mediju in iz akceptorskega dela, v katerega vnesemo vodno raztopino soli, ki 
posnema osmolarnost in pH vrednost medceličnine pod kožo (13). 
Kot akceptorski medij navadno uporabljamo fosfatni pufer ali PBS, z ustreznimi dodatki 
kot so različne površinsko aktivne snovi pa zagotavljamo zadostno topnost preiskovane 
spojine. Med donorskim in akceptorskim medijem je membrana, ki posnema kožo v smislu 
barierne funkcije (14). Kožo ali njene nadomestke namestimo, tako da je rožena plast 
obrnjena proti donorskem delu celice. Navadno za ta namen uporabljamo kožo s prašičjih 
uhljev, saj je po debelini rožene plasti in epidermisa najbolj podobna sestavi človeške 
kože, ima podobno število dlak na kvadratni centimeter, primerljivo lipidno sestavo, 
podobno strukturo kožnih izvodil, kolagenskih vlaken in žilnega spleta v dermisu (13).
Vzorce iz akceptorskega dela jemljemo v določenih časovnih intervalih in jim nato z 
ustreznimi analiznimi metodami kvantitativno določimo vsebnost učinkovine. Rezultate 
podamo kot kumulativno količino sproščene učinkovine v določenem časovnem intervalu 
oz. izračunamo tok učinkovine v stacionarnem stanju (13). 
1.3 Plinska kromatografija 
Plinska kromatografija ali GC je analizna metoda, pri kateri vzorec uparimo in ga 
uparjenega vodimo v kromatografsko kolono. Poznamo plinsko-trdno kromatografijo ali 
GSC in plinsko-tekočo kromatografijo ali GLC. Slednja je bolj uporabna zato, ker je 
retencija sestavin vzorca posledica porazdeljevanja med plinasto mobilno fazo in tekočo 
stacionarno fazo v koloni, medtem ko gre pri GSC za retencijo sestavin vzorca, ki je 
posledica fizikalne adsorpcije, kar povzroča veliko nesimetričnost vrhov in celo deloma 
trajno retencijo polarnih molekul (15). 
Elucijo pri GLC omogoča inertna plinasta mobilna faza, kateri navadno rečemo tudi 
nosilni plin. Separacija spojin je odvisna od vrste kolone in selektivnosti mobilne faze. 
Plinski kromatograf je sestavljen iz nosilnega plina z dvostopenjskim reducirnim ventilom, 
s katerim reguliramo pretok. Pomembno je, da nosilni plin ne interagira z molekulami 
analita, ampak jih samo vodi skozi kolono (16).  
9 
Plin izberemo glede na vrsto detektorja, nujna je visoka stopnja čistote nosilnega plina, saj 
lahko z možnimi kontaminacijami plina zmanjšamo občutljivost detektorja. Navadno imajo 
veliko vlogo pri izbiri nosilnega plina tudi cena, dobavljivost in eksplozivnost. Za nosilni 
plin najpogosteje uporabljamo dušik, lahko pa tudi helij in vodik (16). 
Injektor je sestavljen iz injekcijske brizge, septuma in uparjevalne kolone. Temperatura 
injektorja je navadno od 30 do 50 °C višja od vrelišča najmanj hlapne sestavine vzorca. 
Volumen injiciranja je do 1 μl za kapilarne kolone, ki so učinkovitejše in omogočajo 
hitrejšo analizo kot polnjene kolone. Vzorec se s pomočjo injektorja tako injicira v kolono, 
ki je postavljena v grelno komoro z zelo dobro ventilacijo, kar nam omogoča nadzor 
temperature kolone tudi do 0,1 °C natančno (16). 
Kolone so lahko polnjene ali kapilarne, razlikujejo se tudi v dolžini in premeru, kar je 
ključnega pomena pri različnih analizah. Kot stacionarno fazo v koloni se največkrat 
uporabljajo polisiloksani in makrogoli. Zaželene lastnosti stacionarne faze so nizka 
hlapnost, termična stabilnost, kemična inertnost, pa tudi topnost sestavin vzorca (16). 
Pomembno je zavedanje, da se ob ustreznem ujemanju polarnosti sestavin vzorca in 
stacionarne faze sestavine vzorca eluirajo po vrstnem redu glede na temperature vrelišč. 
Tako bomo bolj hlapne spojine zaradi hitrejše elucije na kromatogramu odčitali prve (15). 
Vzorec skozi kolono prehaja do detektorja. Najpogosteje uporabljamo plamensko 
ionizacijski detektor ali flame ionization detector (FID), ki pirolizira vzorec in mobilno 
fazo s pomočjo vodika in zraka, meri pa odziv v obliki električnega toka skozi plamen pri 
dani napetosti, ki je odvisen od števila ogljikovih atomov. Ima dobro občutljivost in je 
najbolj razširjen ter splošno uporaben GC-detektor. Vzorec, ki ga analiziramo s FID-
detektorjem, se uniči in ni primeren za nadaljnjo analizo. Rezultate, ki jih dobimo po 
analizi z GC, obdelamo z računalnikom in ustrezno programsko opremo, ki nam izriše 
kromatogram. Za identifikacijo je pomembno poznavanje retencijskih časov posameznih 
spojin, zato je treba najprej izmeriti retencijske čase standardov spojin, ki služijo kot 
referenca. Po analizi vzorca lahko glede na retencijski čas identificiramo pravo spojino, 
višina vrhov na kromatogramu pa nam v primerjavi s standardi da podatke o 
koncentracijah v vzorcu (15).  
10 
1.4 Akceptorski mediji 
Kadar preiskujemo spojine, kot so sestavine eteričnih olj, ki v vodi niso topne, ključno 
vlogo pri poskusu s Franzovimi difuzijskimi celicami igra izbira pravilnega akceptorskega 
medija. Ker splošno sprejetega standarda tukaj ni in morda zaradi različnosti preiskovanih 
spojin v meritvah s Franzovimi celicami niti ni možen, je treba akceptorski medij izbrati v 
sklopu razvoja metode za meritev permeabilnosti. 
Akceptorski medij je praviloma sestavljen na vodni osnovi, kot medceličnina pod kožo. 
Pomembno je, da akceptorska raztopina nima vpliva na difuzijske lastnosti preiskovane 
spojine, omogočati pa mora, da se preiskovana spojina v takem mediju dobro raztaplja. 
Smiselno je, da posnema pH vrednost in osmolarnost medcelične tekočine, čemur se na 
najpreprostejši način približamo z uporabo izotoničnega fosfatnega pufra. Za lipofilne 
molekule se akceptorskemu mediju navadno dodaja albumin oz. druge primerne spojine s 
solubilizacijskimi ali emulgatorskimi lastnostmi, ki pa ne smejo vplivati na integriteto 
membrane (17). To pomeni, da je treba izbrati takšne površinsko aktivne snovi, da spojine 
iz eteričnih olj v lipofilnem topilu (Miglyol 812) v obliki donorske raztopine v kožo 
prehajajo in se brez omejitve glede topnosti raztapljajo v akceptorskem mediju, 
preiskovana spojina pa mora biti v takem mediju stabilna tekom celotnega testiranja. Gre 
za omogočanje tako imenovanih »sink pogojev«, ki so zagotovljeni, kadar je volumen 
medija vsaj trikrat večji od volumna, ki bi bil potreben, da se tvori nasičena raztopina 
substance.  Poleg tega je treba izbrati takšne PAS,  ki ne ovirajo nadaljnjih ekstrakcij pri 
pripravi vzorcev za analizo z GC. 
V naših poskusih smo fosfatnemu pufru dodali različne koncentracije različnih površinsko 
aktivnih snovi. Te so izboljšale topnost nepolarnih spojin iz eteričnih olj in tako posredno 
omogočale prehod skozi membrano.  
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2 NAMEN DELA 
Glavni namen dela je razvoj in optimizacija nekaterih postopkov za določitev 
permeabilnosti nekaterih sestavin eteričnih olj skozi kožo prašičjega uhlja in vitro. Da 
sploh lahko izvedemo meritve permeabilnosti, potrebujemo hidrofilen akceptorski medij, 
ki bo omogočal zadostno raztapljanje izrazito nepolarnih glavnih sestavin eteričnih olj. 
Ugotoviti moramo torej, katere PAS in v kakšnih koncentracijah so tiste, ki bodo 
omogočale prehod sestavin eteričnih olj iz lipofilnega medija v hidrofilen akceptorski 
medij. Kot dodatek k PBS bomo uporabili tri površinsko aktivne spojine, to so Tween 80, 
Poloxamer 188 in SDS oz. natrijev lavrilsulfat. 
Metoda izbora za analizo eteričnih olj in njihovih sestavin je plinska kromatografija (GC). 
Pred analizo vodnih vzorcev z visoko vsebnostjo PAS je le-te nujno pripraviti z ekstrakcijo 
tekoče-tekoče v nepolarno organsko topilo. Zato bomo razvili ustrezen postopek 
ekstrakcije in ga preverili za različne modifikacije akceptorskih raztopin. Za ekstrakcijo 
petih modelnih spojin iz akceptorskih medijev bomo uporabili zmes heksana in etil acetata. 
Ožje območje koncentracij modelnih spojin v akceptorskih raztopinah težko predvidimo, 
ocenjujemo pa, da bodo koncentracije v vzorcih nizke. Temu ustrezno bomo morali razviti 
ustrezno metodo koncentriranja vzorcev za kasnejšo analizo z GC-FID ali pa uporabiti 
občutljivejšo analizno metodo, kot je GC-MS. 
Celotno pripravo vzorcev bomo preizkusili po izvedbi pilotnega poskusa določanja 
permeabilnosti petih modelnih spojin, pomembnih sestavin različnih eteričnih olj, to so 
limonen, linalol, linalil acetat, mentol in kafra. Te bomo za pripravo donorske raztopine 
raztopili v lipofilnem mediju Miglyolu 812. Za kožni model bomo uporabili kožo prašičjih 
ušes, ki je bila predhodno zamrznjena in odtajana. Poskus bomo izvedli na Franzovih 
difuzijskih celicah.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Laboratorijska oprema 
pH meter MP220, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
Mešalo Rotamix 550MMH, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Centrifuga 5415R, Eppendorf, Hambrug, Nemčija 
Analitska tehtnica XP 105, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
Ultrazvočna kopel Sonis 4, Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija 
Plinski kromatograf GC-2010 Plus, Shimadzu, Kjoto, Japonska 
Kolona GC HP INNOWAX 30m x 0.32mm x 0.25μm, Agilent Technologies, Kalifornija, 
ZDA 
Programska oprema LAB SOLUTIONS Software, Atlanta, ZDA 
Homogenizator Bullet Blender 24, Next Advance INC, Averill, NY, ZDA 
Magnetno mešalo s temperaturnim senzorjem IKA RCT Basic, Staufen, Nemčija 
Vakuumska centrifuga Centrivac, Heraeus Instruments, Hanau, Nemčija 
Franzove difuzijske celice, Šurlan, Medulin, Hrvaška 
Avtomatske pipete 20–200μl in 100–1000μl, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Viale z zataljenimi inserti, Agilent Technologies, Kalifornija, ZDA 
Hladilnik in zamrzovalnik, Whirpool, Michigan, ZDA 
Tehtnica Exacta 300 EB, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Vibromix 10 Vortex stresalnik, Domel, Slovenija 
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3.2 Kemikalije 
Poloxamer 188 (Pluronic F68), Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Tweeen 80, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Linalil acetat, Merck KGaA, Dermstadt, Nemčija 
(+/-) kafra, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
R (+) limonen, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
(-) mentol, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Linalool, Merck KGaA, Dermstadt, Nemčija 
Heksan, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Etil acetat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Natrijev klorid, Merck KGaA, Dermstadt, Nemčija 
Kalijev dihidrogenfosfat, Merck KGaA, Dermstadt, Nemčija 
Dinatrijev hidrogenfosfat, Merck KGaA, Nemčija 
3.3 Biološki material 
Zamrznjeni prašičji uhlji pridobljeni iz klavnice v Celju. 
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3.4 Raztopine 
3.4.1 Raztopine za izbor ustreznih PAS kot dodatek PBS 
Fosfatni pufer (PBS) smo pripravili z raztapljanjem ustrezne mase (KH2PO4, Na2HPO4  in 
NaCl) v destilirani vodi. Zatehtane soli smo vnesli v 500 mL bučko in jo do oznake 
dopolnili z destilirano vodo. Tako pridobljen fosfatni pufer smo na pH = 7,4 umerili z 1M 
NaOH. 
m kalijev dihidrogenfosfat = 0,095 g 
m diatrijev hidrogenfosfat = 1,189 g 
m natrijev klorid = 3,999 g 
n kalijev dihidrogenfosfat = 6,98 × 10
-4
 mol 
n diatrijev hidrogenfosfat = 8,37 × 10
-3
 mol 
n natrijev klorid = 6,84 × 10
-2 
mol 
Za površinsko aktivne snovi (PAS) smo uporabili Tween 80, Poloxamer 188 in SDS oz. 
natrijev lavrilsulfat. Vsako PAS smo pripravili kot 1- in 5-odstotno raztopino v fosfatnem 
pufru. Posamezno PAS smo zatehtali v 50 mL bučko in jo s fosfatnim pufrom napolnili do 
oznake.
m Tween 80 1 % = 501,21 mg 
m Poloxamer 188 1 % = 500,05 mg  
m SDS 1 % = 500,85 mg 
m Tween 80 5 % = 2499,17 mg 
m Poloxamer 188 5 % = 2500,18 mg 
m SDS 5% = 2500,24 mg 
Osnovno raztopino v donorskem delu celice smo pripravili tako, da smo preiskovane 
spojine iz eteričnih olj raztopili v Miglyolu 812. V bučko smo natančno zatehtali približno 
200 mg posamezne spojine in ji dodali 10 mL Miglyola.  
m kafra = 200,36 mg 
m mentol = 200,45 mg 
m limonen = 200,75 mg 
m linalol = 201,15 mg 
m linalil acetat = 200,25 mg 
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V drugi fazi iskanja pravih koncentracij PAS v akceptorskem mediju smo PBS-u dodali  
Tween 80 in Poloxamer 188. Vsakega smo pripravili kot 0,1-, 0,5-  in 1-odstotno raztopino 
v fosfatnem pufru. Vsako površinsko aktivno snov smo zatehtali v 50 mL bučko in jo s 
fosfatnim  pufrom napolnili do oznake.  
m Tween 80 0,1 % = 50,05 mg 
m Tween 80 0,5 % = 250,00 mg  
m Tween 80 1 % = 500,42 mg 
 m Poloxamer 188 0,1 % = 50,10 mg 
m Poloxamer 188  0,5 % = 250,42 mg 
m Poloxamer 188 1 % = 499,80 mg 
3.4.2 Raztopine za poskus s Franzovimi difuzijskimi celicami 
Raztopino v donorskem delu celic smo pripravili kot 2-odstotno raztopino spojin eteričnih 
olj v 10 mL Miglyola 812. 
m kafra = 200,32 mg 
m mentol = 199,66 mg 
m limonen= 200,51 mg 
m linalol = 199,90 mg 
m linalil acetat = 199,89 mg 
n kafra = 1,32 × 10
-3
 mol 
n mentol = 1,28 × 10
-3
 mol 
n limonen= 1,47 × 10
-3
 mol 
n linalol = 1,29 × 10
-3
 mol 
n linalil acetat = 1,02 × 10
-3
 mol 
Akceptorski medij smo pripravili po enakem postopku, kot je opisan v poglavju 3.4.1. Za 
poskus smo pripravili 1-odstotni koncentraciji Tweena 80 in Poloxamera 188 v fosfatnem 
pufru. 
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3.4.3 Raztopine za razvoj analizne metode 
Medij za analizo z GC smo pripravili tako, da smo zmešali heksan in etil acetat 
v razmerju 1:1. 
Standarde modelnih spojin smo pripravili tako, da smo v topilu za analizo (heksan etil-
acetat) raztopili limonen, kafro, linalool, linalil acetat in mentol. Koncentracija standardov 
je bila 100 mg/L. 
Pripravili smo etanolno raztopino spojin eteričnih olj s koncentracijo 10 mg/mL. Vsake 
modelne spojine smo zatehtali približno 10 mg in ji dodali ustrezno količino absolutnega 
etanola. 
m kafra = 12,88 mg 
m mentol = 9,58 mg 
m limonen = 9,87 mg 
m linalol = 10,11 mg 
m linalil acetat = 9,67 mg  
V kafra = 1,288 mL 
V mentol = 0,958 mL 
V limonen = 0,987 mL 
V linalol = 1,011 mL 
V linalil acetat = 0,967 mL 
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3.5 Razvoj analizne metode 
Pred razvojem analizne metode smo eksperimentalno preverili izkoristek ekstrakcije 
preiskovanih spojin iz donorske raztopine v Miglyolu 812 v akceptorski medij z različnimi 
dodanimi PAS. Preverjanje učinkovitosti ekstrakcije nam je pomagalo pri izboru ustreznih 
PAS in koncentracij, ki so omogočale spojinam lipofilne narave prehod v akceptorski 
medij hidrofilne narave. 
Namen razvoja analizne metode z GC je bil določanje končnih koncentracij spojin iz 
eteričnih olj po prehodu iz donorske raztopine v akceptorski medij po poskusu na 
Franzovih difuzijskih celicah skozi kožno bariero. Vzorcev po končanem poskusu ni bilo 
možno neposredno analizirati z GC, zato je bil glavni namen razvoja analizne metode 
priprava vzorcev za analizo. 
Najprej smo pripravili standarde spojin iz eteričnih olj v mediju za analizo z GC in tako 
dobili podatke o retencijskih časih posameznih spojin na kromatografu. Glede na površine 
vrhov, podatke o začetnih koncentracijah in poteku  priprave vzorcev za analizo smo lahko 
izračunali končne koncentracije v vzorcih. 
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3.6 Potek poskusa 
3.6.1 Izbira PAS kot dodatek k PBS 
V prvi fazi poskusov ekstrakcije smo uporabili etanolno raztopino posameznih spojin iz 
eteričnih olj (limonen, linalol, linalil acetat, kafra in mentol) in različne PAS kot dodatek k 
PBS. 
Najprej smo si pripravili standardne raztopine posameznih spojin iz eteričnih olj v mediju 
za analizo z GC – heksan-etilacetat s koncentracijo 100 mg/L. Z GC smo izmerili površine 
vrhov, ti pa so nam služili kot referenca pri ugotavljanju izkoristka ekstrakcije. 
Pri izbiri akceptorskih medijev smo poskušali s tremi površinsko aktivnimi spojinami, 
Tweenom 80, Poloxamerom 188 in SDS oz. natrijevim lavrilsulfatom, ki smo jih pripravili 
kot 1- in 5-odstotno raztopino v fosfatnem pufru. 
Pripravili smo etanolno raztopino modelnih spojin s koncentracijo 10 mg/mL, katero smo 
100-krat redčili s šestimi različnimi koncentracijami akceptorskih medijev z dodanimi 
PAS. Vzorce smo premešali v mešalniku. V novo mikrocentrifugirko smo odpipetirali 200 
μL vzorca in mu dodali 800 μL topila za analizo z GC (heksan-etilacetat). Vzorce smo 
pretresli v stresalniku, centrifugirali v centrifugi, zamrznili v zamrzovalniku in v novo 
mikrocentrifugirko odpipetirali del organske faze. Dobljene vzorce smo analizirali z GC in 
dobili rezultate ekstrakcije, ki so nam po primerjavi s standardi dali podatke o izkoristku 
ekstrakcije. 
V naslednji fazi ugotavljanja primernosti PAS in ustreznih koncentracij smo izvedli 
ekstrakcijo preiskovanih spojin iz lipofilnega medija (Miglyol 812) v posamezen 
akceptorski medij, zatem pa še ekstrakcijo spojin iz akceptorskega medija v topilo za 
analizo z GC. 
Pripravili smo osnovno raztopino preiskovanih spojin v Miglyolu 812. Zatehtali smo po 
200 mg preiskovanih spojin in jim dodali 10 mL Miglyola 812. Vzeli smo 0,5 mL te 
raztopine in ji dodali enako količino posameznega akceptorskega medija. Vzorec smo 
pretresli na stresalniku in centrifugirali v centrifugi. Spodnje, vodne faze smo nato v novo 
mikrocentrifugirko odpipetirali 200 μL in ji dodali 800 μL topila za analizo z GC.  
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Vzorce smo znova pretresli, centrifugirali in zamrznili. Nato smo odpipetirali 100 μL 
organske faze in jo analizirali z GC. 
Podatke o izkoristkih iz prve faze poskusa smo uporabili pri vrednotenju izkoristkov 
ekstrakcije iz druge faze. Obe ekstrakciji smo po istem postopku naredili še pri 0,1-, 0,5-  
in 1-odstotni koncentraciji Tweena 80 in Poloxamera 188 v fosfatnem pufru. 
3.6.2 Poskus s Franzovimi difuzijskimi celicami 
Celoten sistem in raztopine smo pripravili dan pred poskusom. Difuzijske celice smo večer 
pred poskusom očistili z etanolom in jih označili z zaporednimi številkami. Prašičjo kožo 
ušes smo najprej ustrezno očistili in ji z britvijo previdno odstranili dlake. Kožo smo s 
skalpelom pazljivo odstranili s hrustanca in jo namestili v difuzijsko celico tako, da je 
prekrivala celotno površino med stikom donorskega in akceptorskega dela celice. Stik smo 
fiksirali s prižemo. 
V donorski del smo vnesli medij brez učinkovin. V akceptorski del smo vnesli ustrezen 
akceptorski medij, del za vzorčenje pa smo zatesnili s steklenim zamaškom, da bi 
preprečili izhlapevanje akceptorskega medija. Celice smo postavili v vodne kopeli, ki smo 
jih nastavili na temperaturo 37 °C, saj je taka temperatura gretja akceptorskega medija 
omogočala posnemanje in vivo stanja kože, kar je 32 °C. V akceptorski del smo dali 
magnetno mešalo, tako da so se spojine, ki so prešle kožo, ustrezno raztopile v 
akceptorskem mediju. Kožo smo tako čez noč pustili v stiku z obema medijema brez 
preiskovanih spojin, da se je koža ustrezno hidratirala in ogrela na posnemanih 32 °C na 
površini kože.  
Franzove difuzijske celice smo sestavili po zaporedju, ki je naveden v preglednici I. 
Pozorni smo bili, da je bila posamezna Franzova difuzijska celica vedno sestavljena iz 
enakega donorskega in akceptorskega dela. 
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Preglednica 1: Oznake donorskih in akceptorskih delov za posamezno Franzovo difuzijsko 
celico 
Oznaka celice  Volumen DONORSKI DEL AKCEPTORSKI DEL 
1 Tween 80 8.2ml 062/2011       1.1cm 068/2011 
2 Tween 80 7.8ml 063/2011       1.1cm 064/2011 
3 Tween 80 6.7ml 064/2011       1.0cm 061/2011 
4 Tween 80 8.4ml 067/2011       0.9cm 065/2011 
5 Poloxamer 188 7.3ml 069/2011       1.1cm 063/2011 
6 Poloxamer 188 9.1ml brez                1.0cm 067/2011 
7 Poloxamer 188 6.7ml brez                1.0cm 069/2011 
8 Poloxamer 188 8.7ml brez                1.0cm brez 
9 blank Tween 80 8.6ml brez                1.1cm brez 
10 blank Poloxamer 188 8.8ml brez                1.0cm brez 
Zjutraj smo pred prvim vzorčenjem zamenjali akceptorski medij, v donorski del pa smo 
vnesli 0,5 mL raztopine spojin eteričnih olj v Miglyolu 812 in ga zatesnili s pokrovčkom, 
da bi preprečili izhlapevanje spojin eteričnih olj iz donorske raztopine. Vzorčenje smo 
začeli 30 minut po pripravi difuzijskih celic in je potekalo v nadaljnjih časovnih točkah po 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11 in 24 urah. Z avtomatsko pipeto smo iz akceptorskega medija 
vzorčili v mikrocentrifugirke po 300 μL, primanjkljaj medija pa nadomestili z enako 
količino svežega medija. Vzorce smo do priprave za analizo z GC hranili v hladilniku. 
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3.6.3 Priprava vzorcev za analizo z GC 
Vzorce, ki smo jih kot del akceptorskega medija dobili iz poskusa s Franzovimi 
difuzijskimi celicami, smo shranili v hladilnik in jih postopoma pripravljali za analizo z 
GC. Vzeli smo 200 μL posameznega vzorca in mu dodali 800 μL topila za analizo z GC. 
Vzorce smo pretresli na stresalniku, centrifugirali v centrifugi in dobili dve ločeni fazi. 
Zaradi lažjega in natančnejšega pipetiranja smo jih zamrznili v zamrzovalniku, potem pa 
smo nezamrznjene organske faze v novo mikrocentrifugirko odpipetirali 600 μL. 
Vzorce smo v dveh ciklih po 10 minut sušili v vakuumski centrifugi Centrivac na 40 °C. 
Po prvem sušenju smo jim dodali 100 μL medija, po drugem sušenju pa 30 μL. Po vsakem 
dodatku medija smo jih potopili v ultrazvočno kadičko za 10 sekund, da bi se preiskovane 
spojine po koncentriranju dobro raztopile v mediju. Tako pripravljene smo analizirali z 
GC. 
Izbira programa za analizo z GC je bila del že ustaljene laboratorijske prakse. Vzorce smo 
analizirali s plinskim kromatografom. Dimenzije kolone so bile 30 m × 0,32 mm × 0,25 
μm, njena temperatura 110 °C. Pretok v koloni je bil 1,5 mL/mm, vrednost split razmerja 
pa 30. Temperatura injektorja je bila nastavljena na 220 °C, prav tako temperatura 
detektorja FID. Pretok zraka je bil 400 mL/mm, pretok vodika pa 40 mL/mm. Volumen 
injiciranja je bil 1 μL. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Izbor ustreznih PAS kot dodatek akceptorskim medijem 
Najprej smo z GC izmerili površine vrhov preiskovanih spojin v mediju za analizo z GC. 
Ti so nam služili kot referenca pri ugotavljanju izkoristka ekstrakcije modelnih spojin iz 
etanolne raztopine v medij za analizo z GC. Z GC smo nato pomerili vzorce, ki smo jih 
dobili po ekstrakciji iz osnovne etanolne raztopine v medij za analizo z GC.  
Preglednica 2: Površine vrhov referenc v mediju za analizo z GC in površine vrhov 
preiskovanih spojin po ekstrakciji iz etanolne raztopine v organsko topilo 
 POVRŠINE VRHOV 
PREISKOVANE 
SPOJINE 
Reference Tween 
80 1 % 
Tween 
80 5 % 
Poloxamer 
188 1 % 
Poloxamer 
188 5 % 
SDS  
1 % 
 SDS 
 5 % 
limonen 43645 8416 5732 9099 7960 11075 11624 
kafra 48441 12572 10010 12129 12465 12552 12149 
linalol 43439 11363 7567 11314 11238 11410 11435 
linalil acetat 29750 5545 3390 6188 5957 7800 7641 
mentol 45573 11588 7138 11587 11893 12204 11610 
Dobljene  površine vrhov smo primerjali s standardi in izračunali izkoristke.  
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Graf 1: Izkoristki ekstrakcije preiskovanih spojin v akceptorski medij z različnimi 
dodanimi PAS 
Podatke o izkoristkih ekstrakcije smo uporabili pri vrednotenju uspešnosti ekstrakcije 
preiskovanih spojin iz osnovne raztopine v Miglyolu 812 v medij za analizo z GC. 
Površine vrhov standardov smo primerjali z dobljenimi površinami vrhov po ekstrakciji. 
Preglednica 3: Površine vrhov standardov preiskovanih spojin in površine vrhov 
preiskovanih spojin po ekstrakciji iz donorske raztopine v heksan etil-acetat 
 POVRŠINE VRHOV 
PREISKOVANE 
SPOJINE 
Reference Tween 
80 1 % 
Tween 
80 5 % 
Poloxamer 
188 1 % 
Poloxamer 
188 5 % 
SDS  
1 % 
 SDS 
 5 % 
limonen 72554 47309 15117 55310 5024 19680 59100 
kafra 46389 61806 28884 65641 20844 63529 201296 
linalol 45189 61895 25345 62936 16689 70822 243642 
linalil acetat 34561 30840 9752 34978 3353 16830 55581 
mentol 59908 59913 21503 60714 12438 82705 299199 
24 
Po izračunih redčitev in upoštevanju izkoristkov smo dobili podatke o deležu prehoda 
spojin iz osnovne raztopine v Miglyolu 812 v medij za analizo z GC.  
 
Graf 2: Delež prehoda preiskovanih spojin iz donorske raztopine v akceptorski medij z 
različnimi dodanimi PAS 
Na podlagi teh podatkov smo ugotovili, da ima SDS najbolj variabilne rezultate in zato ni 
primerna spojina kot dodatek k PBS. Kot zelo primerni spojini sta se pokazala Tween 80 in 
Poloxamer 188 v 1-odstotni koncentraciji. Za ti dve površinsko aktivni spojini lahko 
predpostavimo tudi, da imata manjši vpliv na permeabilnost kože v in vitro pogojih. V 
nadaljnjih fazah poskusa smo želeli preveriti, kako se omenjena PAS obnašata v 
koncentracijah, ki so še manjše od 1-odstotnih, saj smo želeli uporabiti najnižjo, vendar 
zadostno koncentracijo spojine. 
Ugotavljanja učinkovitosti ekstrakcije smo se lotili po istem postopku kot v prejšnjem 
poglavju. Poskušali smo s Tweenom 80 in Poloxamerom 188 v 0,1-, 0,5- in 1-odstotni 
koncentraciji. 
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Graf 3: Delež prehoda preiskovanih spojin iz donorske raztopine v posamezen akceptorski 
medij z dodanimi PAS 
Najbolj ponovljiv izkoristek za različne modelne spojine smo dobili pri 1-odstotnih 
koncentracijah obeh PAS, zato smo v naslednjih fazah poskusa uporabljali akceptorski 
medij z dodanim Tweenom 80 in Poloxamerom 188 v 1-odstotni  koncentraciji. V primeru, 
da bi kasneje ugotovili, da bi bilo treba zmanjšati vpliv PAS na permeabilnost kože, pa je 
pomembna tudi ugotovitev, da nižje koncentracije PAS še vedno omogočajo povsem 
sprejemljivo difuzijo modelnih spojin v akceptorski medij. 
S poskusi ekstrakcije, s katerimi smo ugotavljali, katere PAS in v kakšnih koncentracijah 
kot dodatek izotoničnemu fosfatnemu pufru, smo dokazali, da izrazito nepolarne sestavine 
eteričnih olj v zadostni količini lahko prehajajo v akceptorski medij na vodni osnovi. 
Izkoristki ekstrakcij so bili pri posameznih PAS različni in predvsem dovolj visoki, zato 
smo takšne medije uporabili pri nadaljnjem poskusu s Franzovimi difuzijskimi celicami, 
saj so zagotavljali zadovoljive sink pogoje. 
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4.2 Rezultati analize vzorcev po poskusu s Franzovimi 
difuzijskimi celicami z GC-FID 
Analiza vzorcev po končanem poskusu s Franzovimi difuzijskimi celicami nam je dala 
podatke o končnih koncentracijah preiskovanih sestavin eteričnih olj v akceptorskih 
medijih. Kot smo predvidevali, so bile koncentracije v vzorcih po analizi z GC-FID zelo 
nizke, v večini primerov nezaznavne. To nam je dalo vedeti, da imamo opravka s 
spojinami, ki bodisi slabo prehajajo skozi kožo, pa tudi to, da je naš potek priprave vzorcev 
najbrž napačen, analizna metoda pa premalo občutljiva, saj bi za zaznavo tako nizkih 
koncentracij potrebovali občutljivejšo metodo. S poskusi ekstrakcij iz lipofilne donorske 
raztopine v voden akceptorski medij smo dokazali, da spojine iz eteričnih olj zadovoljivo 
prehajajo v izotoničen fosfatni pufer z dodanimi PAS. 
Nezaznavne koncentracije so zato lahko posledica treh dejavnikov, ki jih je pri tovrstnem 
poskusu potrebno upoštevati. Odmrznjena koža s prašičjega uhlja, ki smo jo uporabili kot 
nadomestek človeške kože pri poskusu s Franzovimi difuzijskimi celicami, predstavlja 
močno bariero pri prehodu spojin eteričnih olj iz donorskega v akceptorski medij. 
Predvidevamo, da nekatere spojine niso prešle bariere in so se zadržale v koži. V prihodnje 
bi to lahko raziskali z ekstrakcijo rezin kože na različnih globinah, pri kateri bi kožo 
zamrznili v tekočem dušiku in jo pri -20°C s kriotomom  razrezali na nekaj μm tanke 
rezine.  Tako bi ugotovili, v kateri plasti kože so se spojine najbolj absorbirale. Končne 
koncentracije v vzorcih bi najbrž lahko natančneje določili tudi z analizno metodo z 
občutljivejšo detekcijo (GC-MS). 
Na nezmožnost zaznave nizkih koncentracij z GC-FID je najbrž deloma vplival tudi sam 
potek priprave vzorcev. Vzorce smo po postopkih iz poglavja 3.6.3 ekstrahirali v organsko 
topilo za analizo z GC in jih med različnimi deli ekstrakcije večkrat koncentrirali v 
vakuumu. Sicer imajo modelne spojine višja vrelišča od topila, vendar vseeno obstaja sum, 
da je del spojin, ki so prešle skozi kožo v akceptorski medij, v tem postopku zaradi visoke 
hlapnosti izhlapel. To pomeni, da koncentriranje vzorcev terpenov z odparevanjem topila 
verjetno ne bo dober način priprave vzorcev za analizo, pa tudi to, da GC-FID detekcija ne 
bo dovolj občutljiva metoda za določitev vsebnosti modelnih spojin v akceptorskih 
raztopinah. 
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Pred pripravo vzorcev za analizo z GC-FID smo 100 μL posameznega vzorca odpipetirali 
v viale in jih shranili za morebitno analizo z občutljivejšo metodo GC-MS. Vzorce smo po 
neuspeli analizi z GC-FID tako želeli analizirati še z občutljivejšo metodo GC-MS, ki bi 
nam omogočila kvantifikacijo preiskovanih spojin v primeru, da je bil razlog za 
nezaznavne koncentracije odparevanje, zaradi katerega smo izgubili zelo velik delež 
modelnih spojin. 
Po analizi vzorcev z GC-MS smo dobili podobne rezultate. Nekaj vzorcev je izzvalo 
minimalen odziv na detektorju, večina koncentracij pa ni bila zaznavnih. Tako lahko 
sklepamo, da sama priprava vzorcev ni bistveno prispevala k izgubi analitov ter tako 
vplivala na končne koncentracije preiskovanih spojin v injiciranih spojinah. Poleg 
nezanesljive priprave s postopkom sušenja moramo torej kot dejstvo sprejeti tudi zelo 
nizko permeabilnost modelnih spojin. Zato bo v bodoče treba poskus s Franzovimi 
difuzijskimi celicami izvesti z višjo koncentracijo modelnih spojin v donorskem delu in 
optimizirati nastavitve GC-MS tehnike za kar najvišjo občutljivost. 
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5 SKLEP 
Za izvedbo načrtovanega poskusa smo potrebovali modificiran hidrofilen akceptorski 
medij, ki bo omogočal zadostno raztapljanje modelnih spojin lipofilne narave, da lahko pri 
poskusih s Franzovimi difuzijskimi celicami predpostavimo ˝sink pogoje˝. Z ekstrakcijo 
spojin iz lipofilne donorske raztopine v Miglyolu 812 v akceptorski medij na osnovi 
izotoničnega fosfatnega pufra z dodanimi različnimi vrstami in koncentracijami PAS smo 
ugotovili, da najbolj ponovljive in dovolj visoke izkoristke dajeta površinsko aktivni snovi 
Tween 80 in Poloxamer 188 v 1-odstotni koncentraciji. Uporaba SDS oz. natrijevega 
lavrilsulfata je povečala variabilnost pri rezultatih, poleg tega pa je znan surfaktant, ki bi 
naj vplival na prepustnost kože in smo ga testirali predvsem kot ˝zadnjo možnost˝. 
Dokazali smo tudi, da bi v primeru težav s pripravo vzorcev za analizo in s tem povezano 
potrebo po nižjih koncentracijah PAS v akceptorskem mediju uporabili tudi nižje 
koncentracije Poloxamera 188 in Tweena 80, saj sta prav tako omogočila dobro 
porazdeljevanje in posledično ustrezne ˝sink pogoje˝ modelnih spojin.  
Naša priprava vzorcev za analizo z GC-FID je temeljila na ekstrakciji tekoče-tekoče iz 
akceptorskega medija na osnovi izotoničnega fosfatnega pufra z dodanima Poloxamerom 
188 in Tweenom 80 v 1-odstotni koncentraciji v zmes 50:50 organskega topila heksan etil-
acetat. Najprej smo izvedli poskuse ekstrakcije, pri katerih smo ugotovili, da lahko 
modelne spojine dobro ekstrahiramo v medij za analizo. Med postopkom ekstrakcije smo 
vzorce koncentrirali s pomočjo vakuumske centrifuge, saj smo predpostavljali, da bodo 
končne koncentracije v vzorcih nizke in smo želeli dobiti kar najboljše rezultate.  
Trdimo lahko, da so bile koncentracije modelnih spojin po pilotnem poskusu na Franzovih 
difuzijskih celicah v akceptorskih medijih tako nizke, da bi v prihodnje potrebovali višjo 
koncentracijo preiskovanih spojin v donorskem delu, pa tudi občutljivejšo metodo za 
analizo. Verjetno bi bila ustrezna GC-MS, pri kateri bi bilo potrebno optimizirati 
nastavitve za kar največjo občutljivost metode. Ker je očitno, da je prehod lipofilnih 
modelnih spojin v kožo omejen, bi bilo smiselno v prihodnje poskušati tudi z višjimi 
koncentracijami preiskovanih spojin v mediju na donorski strani Franzovih difuzijskih 
celic. 
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